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Le  phenomene  general  de  la  biosynthese  de
I'ADN au cours de la division cellulaire et au cours
de  la  meiose  a fait  l'objet de  nombreux  travaux.
Au  moyen  de  techniques  diverses,  cytophoto-
m6triques  et  radioautographiques,  un  grand
nombre  de  rsultats  a  te  obtenu  concernant  la
teneur  en  ADN  des  noyaux  cellulaires  des  tissus
des  metazoaires.  En  ce  qui  concerne  les  proto-
zoaires et en particulier les  cili6s,  seule la synthese
de  'ADN au cours du cycle mitotique a 6te 6tudi6e
(3,  5,  6,  8,  10,  11).  Les rsultats  ayant  trait  la
division  du  micronucleus  montrent  une  grande
variability  du  ph6nomene  selon  les  esp&es.  Chez
certaines  la  synthese  a lieu  au dbut  de  l'inter-
cin6se,  chez  d'autres  en  fin  d'intercinese.  Pour
notre part nous avons voulu savoir A  quel moment
du  cycle  micronucleaire  prenait place  la synthese
de  'ADN  chez  Paramecium trichium.  Notre  tude
a  consisted  A dterminer  par  microphotometrie
dans le visible les variations  de la quantity  relative
de  'ADN micronucl6aire  au  cours du  cycle  mito-
tique en se basant sur des  criteres morphologiques
macronucl6aires.
Les variations  de la  teneur  en ADN  se  produi-
sant  au  cours de  la meiose  ont  te 6tudiees  quan-
titativement  par  la  methode  histophotom6trique.
Les travaux  (2,  7, 9) ont  porter sur diverses  esp&ces
d'invertebres  ou de  vertebr6s,  soit sur  la  sperma-
tog6nese,  soit  sur  l'ovog6nese.  Les  auteurs  con-
cluent  qu'il  existe  au  point de vue  de  la quantity
d'ADN  un  rapport  4:2:1  entre  les  "cytes"  de
premier  ordre,  les  cytes  de  second  ordre  et  les
"tides."  Chez  les  cilies  il  existe  trois  divisions
pr6gamiques  pr&c6dant la formation du syncaryon.
Au  cours de  ces  divisions  se  produit  une  meiose.
Par  cytophotom6trie,  Pieri  (4)  a  montr6  chez
Stylonychia pustulata qu'il  existe  un rapport  4:2:1
entre  les  deux  premieres  divisions  pregamiques,
alors que la troisieme  division  est une mitose  nor-
male  et  se d6roule  selon  un  rapport  1:2:1.  Nous
nous  sommes  proposes  de  vrifier  si  chez  Para-
mecium  trichium  les memes  rapports  se  retrouvent
au cours des divisions  pr6gamiques.
MATERIEL  ET  METHODES
Les infusoires sont cultiv6s  en tubes A  essais sur milieu
synthetique  avec  0,  15%  de  bacto-tryptone,  0,  06%
de  yeast  extract,  0,  1%  de  glucose  et  des  sels.  La
duree  moyenne  d'une  generation  18°C  est  de  22
heures  environ.  Prelev6s  au  hasard,  les  cilies  sont
fixes  au  formol  10%,  tales sur  lames  avec  de  la
gelose  formolec  et  colors  selon  la  mthode  de
feulgen.
Les  mesures  ont  t  ralisees  en lumiere  transmise
a l'aide  du  microphotometre  de  Leitz  adapted  sur  un
microscope  Ortholux.  Pour  notre  materiel,  nous
avons  choisi un filtre  spectral  de  530  m  de  facon 
61iminer  en  partie  l'erreur  distributionnelle  tout  en
ayant des transmissions comprises  entre  10  et 60%.
La quantity relative  (Q)  de I'ADN  est obtenue  en
multipliant  la  surface  relle  (S)  du  noyau,  exprime
en  microns carries, par sa density optique  (DO),  selon
la methode  de Lison (1):  Q =  S X  DO. Les  mesures
des  micronuclei  sont  faites  l'aide  d'un micronetre
oculaire  tambour  de  Leitz.  Les  micronuclei  ayant
une  forme  gometrique  rguliere,  spherique  ou  el-
lipsoidale  en fonction du stade considered, nous  avons
calcule  soit  la  surface  d'un  cercle  en  mesurant  le
rayon,  soit  la  surface  d'une  ellipse  en  mesurant  le
petit  axe  et  le  grand  axe;  dans  ce  dernier  cas,  les
deux  valeurs  sont  gneralement  voisines  l'une  de
l'autre,  sauf pour  un stade, celui  de l'anaphase.  Nous
avons effectue plusieurs mesures de la density optique,
mesures  voisines  du centre  du  noyau,  et  nous  avons
considered  la  moyenne  de  ces  mesures,  ceci  afin  de
pallier  une  possible  ht6rogen6ite  du  noyau.  La
density  optique  est  donnee  par  la  formule:  DO  =
664  B  I  E  F  N  o  T  E - log  T,  T  tant  la  transmission,  c'est-a-dire  la
fraction  de lumi&re  initiale non absorbee.  Les  valeurs
ainsi  obtenues  sont  relatives  et  ne  repr6sentent  que
des  valeurs  comparatives.  Les  taux  d'ADN  sont
exprim6s  en units arbitraires.
RESULTATS
Variation  du Taux de I'ADN Micronucleaire
au Cours de la Division Binaire
Chez  cc  cili6,  la  division  du  micronucleus  est
tres nette et les  diverses tapes sont  marquees  par
diff6rents  aspects  du  macronucleus.  Les  crit&res
morphologiques  macronucl6aires  nous ont  permis
de  distinguer  six  stades  au  cours  de  la  division
binaire de cet infusoire.  Au stade 1 le micronucleus
vient  de  se  diviser.  Les  micronuclei  fils  sont  tres
pros l'un  de  l'autre.  Leur  taux d'ADN  6quivaut
A deux n chromosomes.  Au stade 2 les micronuclei
TABLEAU  I
Surface et  Taux d'ADN des Micronuclei  au Cours
des Diffrents Stades de la Division  Mitotique
Nom-  Surface  Taux  moyen d'ADN
bre  de  moyenne  du  du  micronucleus  en
Statdes  mesures  micronucleus  unites  arbitraires
3t2
Stade  1  20  30,62  -1,28  41,05  - 1,26
Stade 2  48  29,68  ±  1,03  42,50  4  0,67
Stade  3  38  30,55  ±  1,10  43,15  4  0,70
Stade 4  32  30,04  - 0,86  42,97  - 1,11
Stade 5  48  46,62  ±  1,26  73,07  4  1,03
Stade 6  4  62,82  + 5,60  76,82  +  7,25
TABLEAU  II
Frtquences et  Taux d'ADN des Diffrents Stades
de  la Division Mitotique
Frequences
cumulees  rela-
tives  exprimees
Fre-  en pourcentage
quences  du  temps d'une  Taux  de l'ADN
Stades  rdelles  gdndration  micronucleaire
%
Stade  1  32  5,66  41,05  t  1,26
Stade  2  40  12,74  42,59  - 0,67
Stade  3  73  25,66  43,15  i  0,70
Stade4  346  86,90  42,97  ±  1,11
Stade 5  70  99,29  73,07  ±  1,03
Stade 6  4  100,00  76,82  ±  7,25
TABLEAU  III
Taux de I'ADN Micronuclaire au Cours des
Divisions Prgamiques
Nombre  Taux  moyen
de  de  'ADN
Stades  mesures  Micronucleaire
1, Micronuclei  en  de-  14  40,01  1,14
but  de  prophase  de
1ere  division pre-
gamique
2,  Micronuclei  en  fin  39  80,98  +  0,68
de  prophase  de  pre-
miere  division  pre-
gamique
3, Micronuclei  en fin  41  39,51  0,44
de  premiere  division
prtgamique
4,  Micronuclei  au  35  40,04  +  0,43
cours de la deuxieme
division  pregamique
5, Micronuclei  en fin  4  19,72  :  4,85
de  deuxieme  division
Pregamique
6,  Micronuclei  au  7  40,61  - 1,73
cours  de  la troisieme
division pr6gamique
7,  Micronuclei  en fin  13  21,54  f-  1,25
de troisieme  division
pregamique
fils sont 6loign6s  l'un de l'autre.  Le  macronucleus
s'est  etire.  La cytodierese  commence.  Au  stade  3
le  macronucleus  allong6  caract6rise  les  infusoires
neoformes.  Le  stade  4  est  repr6sent6  en  gn6ral
par  de  nombreux  individus.  II  s'agit  d'infusoires
A l'interphase  pr6sentant  un  appareil  nucle6aire
classique.  Pour le  stade  5  nous avons group tous
les  individus pr6sentant  un macronucleus festonn6
qui  bauche  un  allongement.  On  note  une  aug-
mentation  de  la  surface  apparente  du  micronu-
cleus.  Au  Stade  6  le  micronucleus  est  de  forme
6lliptique,  en anaphase;  son taux d'ADN  quivaut
A quatre  n chromosomes.
L'erreur  standard  importante  qui  augmente
l'intervalle  de confiance au stade 6 est due au petit
nombre  d'individus  rencontres  ce  stade  d'ana-
phase,  tres bref.
N'ayant  pu  calculer  la  dur6e  d'un  stade,  nous
avons  pris  comme  paramrtre  la  fr6quence  de
chacun  des six  stades  et nous  avons consider  que
le  temps  d'un  stade  est  proportionnel  la  fre-
quence  du  stade  sur  la  lame.  Les  rsultats  sont
groups dans  le  tableau  II.  Nous  avons  port  en
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FIGURE  1  Variation du taux  d'ADN  micronuol6aire  au cours  du cycle  mitotique.  En abscisses,  pour
chaque  stade est port le  pourcentage  du temps  d'une  g6n6ration.
abscisses  le  pourcentage  du  temps  d'une  g6n6ra-
tion ainsi calcul6  et en ordonnees  les taux d'ADN
correspondants,  la  dur6e  d'un  cycle  mitotique
6tant  100% du temps  (Fig.  1).
Variation  du Taux d'ADN Micronucleaire  au
Cours des Divisions Prgamiques
Les  divisions pr6gamiques  des micronuclei  sont
bien  visibles  et  le  plus  souvent  synchrones.  Nous
avons not6 une  premiere  division pregamique  dif-
f6rente des divisions suivantes, caracteris6e par un
gonflement  micronucl6aire  important.  Les  mi-
cronuclei  sont de taille notable  et de  forme  rgu-
liere facilitant  les mesures  cytophotom6triques.
Au  cours  des  divisions  pr6gamiques,  on  n'ob-
serve pas d'6clatement macronucl6aire et de ce fait,
il ne peut pas exister  de confusion  concernant  les
mesures  micronucl6aires.  A  la fin de  la deuxieme
division  pregamique,  retirementt  et l'enroulement
du macronucleus  sont tres importants  et de  ce fait
masquent  souvent les  micronuclei.  C'est pourquoi
de bonnes  mesures  n'ont pu etre faites  A ce  stade
que  sur  un  petit  nombre  d'individus.  En  cons6-
quence,  'erreur  standard  est  augment6e  et  l'in-
tervalle  de  confiance  largi  comme  on  peut  le
voir  dans  le  tableau  III.  Nous  avons  group  les
r6sultats du  tableau III dans  Fig.  2 en portant en
abscisses  les  diff6rents  stades  et  en  ordonnees  les
taux d'ADN correspondants.
INTERPRETATION  ET  DISCUSSION
En ce qui concerne  la division du micronucleus
il ressort  du  tableau  I  qu'entre  les stades  1, 2,  3,
et 4 on  ne note  pas de  variations de  la surface  ni
du  taux  d'ADN.  Par  contre  au  stade  5  on  enr6-
gistre une augmentation  tres  nette de la surface  et
du taux de  'ADN.  Or  A  ce  stade le macronucleus
s'allonge,  cc  qui  caracterise  des  cilies  entrant  en
division.  Au stade  6  les  valeurs  trouv6es  pour  la
surface  et  le  taux  de  I'ADN  sont  sensiblement  le
double des valeurs rencontrtes  aux  stades  1, 2,  3,
et  4.  11  apparait  done  que  la  synthese  de  I'ADN
du  micronucleus  s'effectue  en  grande  partie  au
stade  5 et  se poursuit  au stade  6  oh elle s'acheve.
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FIGURE 2  Variation du taux d'ADN micronucl6aire  au cours des trois divisions pr6gamiques.
Chez Paramecium trichium la  synthese  de  'ADN du
micronucleus  s'effectue  bien  apres la  cytodierese,
juste  avant  la division  suivante,  soit apres  l'inter-
phase (Fig.  1).  Par consequent dans une population
de ce cilit, la quantity moyenne de I'ADN  micro-
nucl6aire  se rapproche  de  celle  qui  correspond  A
deux n chromosomes.
Ces  rsultats sont voisins  de ceux  trouves  chez
d'autres  paramtcies.  En  effet  chez  Paramecium
aurelia, Woodard  et collab.  (11)  en  se  servant des
methodes  cytophotom6triques  montrent  que  la
synthese  de  I'ADN  du  micronucleus  dbute  au
commencement  de  la  seconde  moitit  de  l'inter-
phase.  Walker et Mitchison  (10)  par photometrie
chez  Paramecium caudatum situent  cette synthese  en
fin d'interphase.
Par  contre  Seshachar  (8)  chez  Chilodonella un-
cinata  par  photom6trie  et  MacDonald  (3)  chez
Tetrahymena  pyriformis par  incorporation  de  thy-
midine  triti6e  montrent  que  la  duplication  de
I'ADN  s'effectue  juste  apres la  mitose.  Chez  Eu-
plotes eurystomus Prescott  et collab.  (6)  par  micro-
spectrographie  d'echantillons  colors  au  Feulgen
montrent  que  le  taux  d'ADN  micronucl6aire
double entre l'anaphase et le d6but de l'interphase.
De  meme  Pieri  (5)  chez  Glaucoma scintillans, par
cytophotom6trie  en  se  basant  sur  des  criteres
morphologiques  macronucl6aires,  conclue  que  la
synthMse  de  I'ADN  micronucleaire  debute  juste
apr6s  la  division  de  cet organisme  et se  continue
apres la bipartition.
Pour  les  divisions  pr6gamiques  les rsultats ob-
tenus  groups  dans  le  tableau  III montrent  que
le  taux moyen  de  I'ADN  des  individus  en dbut
de  prophase  de  premiere  division  est  voisin  de
celui  rencontr6  chez  les  individus  neutres.  Donc
A ce  stade  les  individus  presenteraient  un  taux
d'ADN correspondant  A deux n chromosomes.
En fin de prophase, le  taux moyen de I'ADN  est
double et correspondrait  quatre n chromosomes.
En  fin de  premiere  division chaque  micronucleus
form  a  un taux  moyen  d'ADN  egal  la moiti6
du taux  obtenu en  fin de prophase.  On  n'observe
pas  de synthese  d'ADN  au  cours de  la deuxieme
division pr6gamique.  A  la  fin  de  cette  deuxieme
division,  les quatre micronuclei formes ont un taux
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dent, soit A n chromosomes.  La mise en charge  de
I'ADN  preparant  les  deux  premieres  divisions
pregamiques  a lieu  la  prophase  de  la  premiere
division.
Au  cours  des  deux  premieres  divisions  praga-
miques,  les  taux  moyens  de  I'ADN  micronucle-
aire  varient  dans  un rapport  4:2:1.  La  premiere
division serait  rductionnelle, la seconde aquation-
nelle,  les  deux  divisions  constituant  la  meiose.
La  troisieme  division  pregamique  qui  donne
naissance aux pronuclei  se dtroule avec synthese  de
I'ADN.  Elle  volue  dans  le  rapport  1:2:1.  Elle
serait  quationnelle  et  representerait  une  mitose
normale.
Ces  rsultats  sont  en  accord  avec  ceux  trouves
par  la  meme  methode  par  Pieri  (4)  chez  Sty-
lonychia pustulata et  correspondraient  aux  rapports
trouvts  sur  la  lign6e  germinale  des  m&tazoaires
entre les cytes de premier ordre,  les cytes de second
ordre, et les tides.
Le  fait  que  les  micronuclei  des  individus  en
debut de prophase  aient un taux d'ADN voisin  de
celui  des  micronuclei  des  individus  vg6tatifs  a
6t6  signaled  par  Woodard  et  collab.  (12).  Ces
auLeurs  montrent  de  meme  que  durant  les  pre-
mieres minutes  de  la conjugaison  le  taux  d'ADN
des  micronuclei  double.  Mais  ils  n'ont  pas  rap-
portas  cytochimiquement  la rduction  de  I'ADN
durant  les processus  meiotiques.
L'evolution  dans  le  temps  de  la  synthese  de
l'ADN  la  m6iose  ne  se  produirait  pas comme
pourrait  le  faire  supposer  l'avolution  du  nombre
des  chromosomes.  Ces  derniers  se  ddoublent 
la  deuxieme  division  de  maturation  sans  qu'il  y
ait  eu  svnthese  A  l'occasion  de  celle-ci.  Cette
deuxieme  division  se produit  peu  de  temps  apres
la fin  de la  premiere.  La  mitose  rductionnelle  a
lieu  la  premiere  division  pregamique.  La  mise
en  charge  de  I'ADN  s'effectue  bien  au  cours  de
cette prophase;  il  y  a doublement du taux d'ADN
et  le  stade  diplotene  correspondrait  quatre
charges  en  ADN,  chaque  chromatide  ayant  une
charge.
Received for publication 8 August  1967, and in revised
form  6 November,  1967.
REFERENCES
1.  LISON,  L.  1960.  Histochimie  et  Cytochimie  Ani-
males.  Gauthier-Villars,  Paris.
2.  LIsoN,  L.,  et  J.  PASTEELS.  1949.  Quantitative
development  of  thymonucleic  acid  during
spermatogenesis  in  the  garden  mole.  Compt.
Rend. Soc. Biol.  143:  1607.
3.  MAC DONALD,  B. B.  1962.  Time of DNA synthesis
in  micro  and  macronuclei  of  Tetrahymena pyri-
formis. J.  Cell Biol.  13:  193.
4.  PIERI, J.  1965.  Interpretation cytophotometrique
des  ph6nomenes  nuclaires  au  cours  de  la
conjugaison  chez  Stylonychia pustulata.  Compt.
Rend. 261: 2742.
5.  PIERI,  J.  1966.  Etude  cytophotometrique  de  la
quantity  relative  de I'ADN  micronucleaire  au
cours  de  la  division  binaire  normale  chez
Glaucoma scintillans. Compt. Rend.  262:  775.
6.  PRESCOTT,  D.  M.,  R.  F.  KIMBALL,  et  R.  F.
CARRIER.  1962.  Comparison  between the tim-
ing  of  micronuclear  and  macronuclear  syn-
thesis  in  Euplotes eurystomus.  J.  Cell  Biol.  13:
175.
7.  SCHRADER,  F.,  et  C.  LEUCHTENBERGER.  1950.
Cytochemical  analysis of the functional relation
of the various cell structures of Arvelius albopunc-
tatus. Exptl. Cell Res. 1: 421.
8.  SESHACHAR,  B.  R.  1950.  Desoxyribonucleic  acid
content of the ciliate micronucleus. Nature. 165:
848.
9.  SWIFT,  H.,  et  R.  KLEINFELD.  1953.  Desoxyribo-
nucleic  acid  in  grasshopper  spermatogenesis,
o6genesis  and cleavage.  Physiol. Zool. 26:  301.
10.  WALKER,  P.  M.  B.,  et  J.  M.  MITCHISON.  1957.
DNA  synthesis  in two  ciliates.  Exptl. Cell  Res.
13:  167.
11.  WOODARD,  J.,  B.  GELBER,  and H.  SWIFT.  1961.
Nucleoprotein changes  during the mitotic cycle
in Paramecium  aurelia. Exptl. Cell Res. 23:  258.
12.  WOODARD, J.,  M. WOODARD,  B.  GELBER,  and  H.
SWIFT.  1966.  Cytochemical  studies of conjuga-
tion in Paramecium aurelia.  Exptl. Cell Res. 44: 55.
668  B  R  I  E  F  N  O  T  E  S